间变性大细胞淋巴瘤（anaplastic large cell lymphoma，ALCL）属于非霍奇金淋巴瘤中的一种亚型，占非霍奇金淋巴瘤的2%\~8%。按免疫表型可分为T细胞型和裸细胞型，按是否表达间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma kinase，ALK）分为ALK^+^ ALCL和ALK^−^ ALCL，前者的预后优于后者[@b1]--[@b2]。近来有研究者发现ALK^+^ ALCL患者中，生长停滞特异性蛋白（GAS1）、IL-1受体辅助蛋白（IL-1RAP）、穿孔素1（PRF1）表达水平增高[@b3]--[@b4]，这可能与ALK激活下游信号通路有关。在本研究中，我们采用实时荧光定量PCR（RQ-PCR）和免疫组化法检测ALCL患者肿瘤组织中GAS1、IL-1RAP、PRF1基因和蛋白的表达水平，并结合患者的临床资料进行分析，初步探讨GAS1、IL-1RAP、PRF1基因和蛋白在ALK^+^ ALCL患者中的表达及其临床意义。

病例与方法 {#s1}
==========

1\. 研究对象：以2011年1月到2016年9月在四川大学华西医院病理科诊断、并可获得病理组织标本的26例ALK^+^ ALCL患者为研究对象，其中男、女各13例，中位年龄29（1\~69）岁。以12例ALK^−^ ALCL、13例外周T细胞淋巴瘤非特指型（peripheral T cell lymphoma, not otherwise specified, PTCL-NOS）和8例血管免疫母细胞性T细胞淋巴瘤（angioimmunoblastic T-cell lymphoma, AITL）患者为对照。本研究得到患者知情同意并获得医院医学伦理委员会批准通过\[2017年审（287）号\]。根据WHO 2008年淋巴造血系统肿瘤分类标准[@b5]进行诊断。

2\. 治疗及疗效判定：26例ALK^+^ ALCL患者均接受2\~8个疗程的化疗，接受CHOP（环磷酰胺、多柔比星、长春新碱、泼尼松）方案者18例，接受BFM-NHL-90（泼尼松、环磷酰胺、地塞米松、异环磷酰胺、长春新碱、甲氨蝶呤、阿糖胞苷、依托泊苷、多柔比星、长春地辛）方案者5例，接受EPOCH（依托泊苷、泼尼松、长春新碱、环磷酰胺、多柔比星）方案者2例，接受hyper-CVAD（环磷酰胺、长春地辛、多柔比星、地塞米松）方案者1例。

疗效评估按照国际工作组建议的《恶性淋巴瘤疗效评价标准》进行，包括完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）和疾病进展（PD），后两组为未缓解组[@b6]。

3．RQ-PCR：取10 µm厚切片4\~8张，按照德国Qiagen公司RNA提取试剂盒说明书进行操作，提取并测定RNA的质量及浓度。采用琼脂糖凝胶电泳了解RNA降解程度，−80 °C保存备用。引物由成都擎科梓熙生物技术有限公司合成，引物序列见[表1](#t01){ref-type="table"}。随机引物法将RNA逆转录为cDNA。反应条件为：95 °C 3 min预变性；95 °C 10 s，60 °C 30 s，72 °C 30 s，49个循环。以GAPDH为内参照，2^−ΔΔCt^法计算目的基因的相对表达水平。

###### 实时荧光定量PCR引物序列

  基因名称   上游引物（5′→3′）      下游引物（5′→3′）
  ---------- ---------------------- ----------------------
  GAS1       CAGATTGTGGCCAGTGAGGA   TCTGGGCGCAGATACAAACA
  IL-1RAP    GGCCCTAGAAGCCTCACTCT   TGAGGCATCACTTTGCAGGA
  PRF1       GGGGCTGATGCCACCATT     GCTGCCATGGAGCTGGAA
  GAPDH      CTCCTGTTCGACAGTCAGCC   GCGCCCAATACGACCAAATC

4\. 免疫组化染色及结果判定：取4 µm厚切片，常规脱蜡、抗原修复后进行抗体孵育和染色。GAS1抗体为瑞典ATLAS公司产品，IL-1RAP抗体为美国GeneTex公司产品，PRF1抗体为美国Ventana公司产品，抗小鼠二抗为丹麦Dako公司产品。采用人工计数法，由3名研究人员分别独立进行结果判读。按阳性细胞占肿瘤细胞的比例进行计分：≤5%、6%\~25%、26%\~50%、51%\~75%、\>75%分别记为0、1、2、3、4分；按染色强度进行计分：未着色、淡黄色、黄色、褐色分别记为0、1、2、3分。将上述两组分数相加，\<2分为阴性，2\~5分为阳性，6\~7分为强阳性[@b7]。

5\. 随访：采用电话联系和门诊方式随访。随访截止时间为2017年6月25日，中位随访时间35（9\~61）个月。无一例患者失访。无进展生存（PFS）时间定义为从疾病诊断到疾病进展或任何原因死亡或随访截止时的时间；总生存（OS）时间定义为从疾病诊断到各种原因死亡或随访截止时的时间。

6\. 统计学处理：非正态分布资料以中位数和四分位间距表示，非正态分布资料多组间比较用Kruskal-Wallis *H*秩和检验，两组间比较用Mann-Whitney检验；生存分析采用Kaplan-Meier法；相关性分析采用Spearman秩相关分析。多组资料的两两比较，Bonferroni法调整检验水准α′=0.05/K（K为比较次数）。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．RNA的质量与浓度：RNA的吸光度（*A*）~260~/*A*~280~为1.79\~2.01，*A*~260~/*A*~230~均\>1.80，浓度为269\~4 595 ng/µl。通过稀释后调整浓度均在200\~800 ng/µl，琼脂糖凝胶电泳仅可见一较宽弥散条带（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![不同保存年限的间变性大细胞淋巴瘤患者病理组织标本RNA琼脂糖凝胶电泳结果\
1\~2：保存5年标本；3\~4：保存4年标本；5\~6：保存3年标本；7：保存2年标本；8：保存1年标本](cjh-39-02-116-g001){#figure1}

2．GAS1、IL-1RAP、PRF1基因表达水平：结果显示，ALK^+^ ALCL患者GAS1、IL-1RAP、PRF1基因表达水平均高于3个对照组，差异有统计学意义（*P*值均\<0.01），对照组组间基因表达水平差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 不同组患者GAS1、IL-1RAP、PRF1基因和蛋白表达水平比较

  组别             例数   基因表达\[*M*（范围）\]   蛋白阳性表达\[例(%)\]                                                    
  --------------- ------ ------------------------- ----------------------- --------------------- ------------- ------------- -------------
  ALK^+^ ALCL组     26       1.19(0.74～1.46)         0.95(0.68～1.14)       1.03(0.85～1.33)      23(88.46)     21(80.77)     22(84.62)
  ALK^−^ ALCL组     12      0.32(0.15～0.54)^a^      0.12(0.07～0.30)^a^    0.17(0.03～0.74)^a^   4(33.33)^a^   4(33.33)^a^   5(41.67)^a^
  PTCL-NOS组        13      0.46(0.35～0.78)^a^      0.15(0.08～0.51)^a^    0.11(0.02～0.28)^a^   8(61.54)^a^   5(38.46)^a^   7(53.85)^a^
  AITL组            8       0.38(0.11～0.70)^a^      0.07(0.04～0.26)^a^    0.08(0.02～0.41)^a^   4(50.00)^a^   3(37.50)^a^   3(37.50)^a^
                                                                                                                             
  *H*值                           25.801                   23.054                 23.826            20.675        16.746        15.122
  *P*值                           \<0.001                  \<0.001                \<0.001           \<0.001        0.001         0.002

注：ALK：间变性淋巴瘤激酶；ALCL：间变性大细胞淋巴瘤；PTCL-NOS：外周T细胞淋巴瘤非特指型；AITL：血管免疫母细胞性T细胞淋巴瘤；^a^与ALK^+^ ALCL组比较，*P*\<0.01

3．GAS1、IL-1RAP、PRF1蛋白表达水平：免疫组化法检测结果显示，GAS1蛋白在肿瘤细胞中主要定位于细胞质，少量定位于细胞核；IL-1RAP、PRF1蛋白在肿瘤细胞中定位于细胞质（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。ALK^+^ ALCL患者GAS1、IL-1RAP、PRF1蛋白表达水平均高于3个对照组，差异有统计学意义（*P*值均\<0.01），对照组组间蛋白表达水平差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

![免疫组化法检测ALK^+^间变性大细胞淋巴瘤患者肿瘤组织中GAS1（A）、IL-1RAP（B）、PRF1（C）的表达](cjh-39-02-116-g002){#figure2}

4．GAS1、IL-1RAP、PRF1基因与蛋白表达的相关性分析：3个基因的表达水平和其蛋白的表达水平均呈正相关（*P*值均\<0.001），相关系数分别为0.818、0.765、0.828。

5\. 基因表达与临床特征和疗效的关系分析：存在LDH升高（*z*=−3.292，*P*=0.001）、IPI≥3分（*z*=−2.495，*P*=0.013）时，ALK^+^ALCL患者的GAS1基因表达水平降低；疾病分期为Ⅲ/Ⅳ期（*z*=−2.212，*P*=0.027）、IPI评分≥3分（*z*=−2.008，*P*=0.045）时，ALK^+^ ALCL患者的PRF1基因表达水平降低（[表3](#t03){ref-type="table"}）；不同临床特征患者组间IL-1RAP基因表达水平差异均无统计学意义（*P*值均\<0.05）。

###### ALK^+^间变性大细胞淋巴瘤患者GAS1和PRF1基因表达水平与临床特征和疗效的关系

  临床特征及疗效      例数   GAS1基因表达水平   PRF1基因表达水平                                        
  ------------------ ------ ------------------ ------------------ ------- ------------------ ---------- -------
  年龄                                               −0.358        0.720                       −0.878    0.380
   \>60岁              5     1.00(0.61～1.61)                              1.00(0.40～1.22)             
   ≤60岁               21    1.23(0.77～1.53)                              1.04(0.88～1.98)             
  性别                                               −1.256        0.209                       −1.205    0.228
   男                  13    1.00(0.62～1.47)                              1.00(0.45～1.38)             
   女                  13    1.29(0.98～1.56)                              1.16(0.88～1.86)             
  疾病分期                                           −1.852        0.064                       −2.212    0.027
   Ⅰ～Ⅱ期              12    1.29(1.04～1.64)                              1.18(1.01～2.44)             
   Ⅲ～Ⅳ期              14    0.87(0.59～1.43)                              0.89(0.27～1.20)             
  B症状                                              −1.116        0.264                       −1.842    0.065
   无                  11    1.29(0.82～1.40)                              1.16(0.94～2.46)             
   有                  15    1.00(0.59～1.65)                              1.00(0.28～1.23)             
  LDH升高                                            −3.292        0.001                       −1.955    0.051
   无                  14    1.38(1.12～1.85)                              1.20(0.97～1.77)             
   有                  12    0.77(0.58～1.18)                              0.92(0.24～1.09)             
  β~2~微球蛋白升高                                   −1.718        0.086                       −1.462    0.144
   无                  13    1.34(0.81～1.78)                              1.21(0.90～1.98)             
   有                  13    1.00(0.62～1.27)                              1.00(0.48～1.15)             
  IPI评分                                            −2.495        0.013                       −2.008    0.045
   0～2分              20    1.29(0.86～1.70)                              1.13(0.91～1.48)             
   ≥3分                6     0.62(0.51～1.08)                              0.48(0.16～1.39)             
  疗效                                              7.482^a^       0.024                      7.862^a^   0.020
   完全缓解            18    1.29(0.95～1.70)                              1.18(0.92～2.42)             
   部分缓解            5     1.00(0.52～1.37)                              1.02(0.59～1.14)             
   未缓解              3     0.59(0.58～0.62)                              0.17(0.14～0.43)             

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻；LDH正常值范围为110\~220 IU/L；β~2~微球蛋白正常值范围为0.7\~1.8 mg/L；IPI：国际预后指数；统计量中^a^为*H*值，余为*z*值

在26例ALK^+^ ALCL患者中，CR+PR者为23例（88.46%）。获得CR者的GAS1、PRF1表达水平高于未缓解者（*P*值分别为0.016和0.009），CR和PR组间、PR和未缓解组间差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。三组患者间IL-1RAP表达水平差异无统计学意义（*P*=0.132）。

6\. 基因表达水平与预后的关系：26例ALK^+^ALCL患者的中位OS和PFS时间分别为55和49个月，预期3年OS率和PFS率分别为69.5%和53.8%。

以3个基因表达水平的中位数为分界点，将26例ALK^+^ ALCL患者分为高表达组和低表达组。结果显示：①GAS1基因高表达组患者较低表达组有更长的OS期（*P*=0.046）和PFS期（*P*=0.020）（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}、[C](#figure3){ref-type="fig"}）；②PRF1高表达组患者较低表达组有更长的OS期（*P*=0.040）和PFS期（*P*=0.027）（[图3B](#figure3){ref-type="fig"}、[D](#figure3){ref-type="fig"}）；③IL-1RAP基因高表达组和低表达组患者的OS期（55个月对未达到，*P*=0.981）和PFS期（未达到对49个月，*P*=0.812）差异无统计学意义。

![GAS1、PRF1基因表达对ALK^+^间变性大细胞淋巴瘤患者总生存（A、B）和无进展生存（C、D）的影响](cjh-39-02-116-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

ALK^+^ ALCL主要的遗传学特征为t（2;5）（p23;q35），5号染色体的NPM基因与2号染色体的ALK基因融合，表达融合蛋白，进而通过激活Ras-MAPK、PI3K/AKT-mTOR及JAK-STAT等信号通路对肿瘤细胞增殖、分化进行调节[@b8]，其中STAT3的活化对ALK的功能尤为重要[@b9]。少数ALCL存在ALK基因与其他基因通过染色体易位等方式形成融合蛋白[@b10]。Agnelli等[@b3]和Piva等[@b4]研究发现在ALK^+^ ALCL患者中GAS1、IL-1RAP、PRF1基因表达水平增高，这些基因受到ALK的直接调控或通过ALK激活JAK/STAT等信号通路进行调控，进一步影响肿瘤的生物学特征。

GAS1基因位于9q21.3，与细胞生长抑制有关，可抑制细胞从G~0~期向G~1~期转换，并且促进细胞凋亡。而GAS1基因失活的细胞，分泌重组人胰岛素样生长因1（IGF-1）增多，进而促进肿瘤增殖并抑制其凋亡[@b11]。研究表明在结直肠癌、胃癌等恶性肿瘤中，GAS1可以抑制肿瘤细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡，进而影响疾病的预后[@b12]--[@b13]。

IL-1RAP基因位于3q28，是Toll样受体超家族成员之一、IL-1受体Ⅰ型的共同受体。IL-1RAP可分为膜IL-1RAP和可溶性IL-1RAP，二者在结构、功能和分布上都存在显著差异。膜IL-1RAP含有完整的细胞外段、跨膜段和细胞内段[@b14]。研究表明，IL-1RAP是一种促炎因子，参与IL-1介导的促炎作用，但在血液系统恶性肿瘤（特别是急性髓系白血病和慢性髓性白血病）的发生、发展中也起着重要作用[@b15]。

PRF1基因定位于10q22.1，编码PRF1蛋白前体。PRF1蛋白前体包含膜攻击复合体/PRF结构域（MACPRF）、表皮生长因子结构域（EGF）、蛋白激酶C保守区2（C2）。MACPRF参与孔隙的形成，C2与蛋白激酶C的C2具有同源性，是钙依赖性磷脂结合部位[@b16]。正常情况下PRF1蛋白存在于CTL和NK细胞中。有研究者报道，ALK^+^ ALCL患者肿瘤细胞中PRF1蛋白的表达水平受ALK基因调控，提示该肿瘤细胞可能起源于CTL[@b17]。

在本研究中，我们的结果显示，ALK^+^ ALCL患者肿瘤组织中GAS1、IL-1RAP、PRF1基因及蛋白表达水平均分别高于ALK^−^ ALCL、PTCL-NOS和AITL患者，提示GAS1、IL-1RAP、PRF1可作为ALK^+^ ALCL的分子标志，有潜在的诊断价值，可用于少数诊断困难病例的鉴别。

我们在研究中发现，ALK^+^ ALCL患者肿瘤组织GAS1、PRF1基因表达水平与疾病分期、LDH水平及IPI等临床指标有关。LDH正常或IPI评分为0\~2分的患者有较高的GAS1基因表达水平，疾病早期或IPI评分为0\~2分的患者有较高的PRF1基因表达水平；同时还发现，ALK^+^ ALCL患者GAS1、PRF1基因高表达组的OS和PFS时间较低表达组延长。因此，可以推测高表达GAS1、PRF1的患者可能有较好的预后。

我们在研究中还发现，ALK^+^ ALCL患者化疗后CR者较未缓解患者有较高的GAS1或PRF1表达水平。但在本研究中，ALK^+^ ALCL患者的疗效及预后较文献[@b2]报道的结果差，这可能与病例数较少、患者治疗不规范有关。

有研究者发现ALK^+^ ALCL肿瘤细胞表达颗粒酶B（GzB），可增加其对药物诱导的凋亡的敏感性，其机制可能是化疗药物启动肿瘤细胞凋亡后，细胞毒性颗粒被破坏，储存在细胞毒性颗粒中的GzB释放到细胞质中，进一步诱导肿瘤细胞凋亡，而且肿瘤细胞中几乎不表达PI9，故推测患者有更好的疗效及预后[@b18]--[@b19]。PRF1是与GzB具有协同作用的细胞毒蛋白，因此推测其对ALK^+^ ALCL的疗效及预后可能有相似的影响[@b20]。我们的结果显示PRF1高表达的ALK^+^ ALCL患者疗效及预后均优于低表达者，与上述观点一致。

综上，ALK^+^ ALCL患者肿瘤组织中GAS1、IL-1RAP、PRF1基因及蛋白水平均较ALK^−^ ALCL、PTCL-NOS和AITL患者高，3个基因可作为ALK^+^ ALCL的分子标志，具有潜在的诊断价值，可用于少数诊断困难病例的鉴别。GAS1、PRF1基因表达水平与ALK^+^ ALCL患者的疗效及预后有关，或许可以作为判定患者疗效及预后的指标。但鉴于本研究样本数量较少，且病例来源有一定偏倚，有待大样本队列研究进一步证实。
